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I. Grundlage des Berichts 

1 Hinsichtlich der Bestandteile der international Anmeldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
' Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Benefits als "ursprunglich 
eingereicht" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 

Beschreibung, Seiten 

-1 .79 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Sequenzen, Seiten 

1 ..42 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Anspruche, Nr. 

1.43 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

Zetchnungen, Blatter 

1/11-11/11 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

2 Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn: 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist 
(nach Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht 
worden ist (nach Regel 55.2 undfoder 55.3). 

3 Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- undJbder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

El in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

El zusarhmen rriit der ihtematiorialen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 
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□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5 □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 

6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

IV. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

1 . Auf die Aufforderung zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung zusatziicher Gebuhren hat der 
Anmelder. 

□ die Anspruche eingeschrankt. 

□ zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

□ zusatzliche Gebuhren unter Widerspruch entrichtet. 

□ weder die Anspruche eingeschrankt noch zusatzliche Gebuhren entrichtet. 

2 S Die Behorde hat festgestellt, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nicht erfOllt ist, und hat 
gemaB Regel 68.1 beschlossen, den Anmelder nicht zur Einschrankung der Anspruche oder zur Zahlung 
zusatziicher Gebuhren aufzufordern. 

3. Die Behorde ist der Auffassung, daB das Erfordemis der Einheitlichkeit der Erfindung nach den Regeln 13.1 , 
13.2 und 13.3 

□ erfullt ist. 

13 aus folgenden Grunden nicht erfullt ist: 
siehe Beiblatt 

4. Daher wurde zur Erstellung dieses Berichts eine Internationale vorlaufige Prufung fur folgende Teile der 
internationalen Anmeldung durchgefuhrt: 

13 alle Teile. 

" □ did Teile; die sich auf die Anspruche Nr; beziehfen. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderlschen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (IS) 



Ja: 


Anspruche 




Nein: 


Anspruche 


1-43 


Ja: 


Anspruche 




Nein: 


Anspruche 


1-43 


Ja: 


Anspruche: 


1-43 


Nein: 


Anspruche: 
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2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 
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7u Punkt IV 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (Art. 34(3)(a), PCT) 

Die mit der internatiortalen vorlauf igen Prufung beauftragte Behdrde schlieBt sich der 
Meinung der International Recherchenbehdrde in bezug auf das Fehlen der 
Einheitlichkeit der Erfindungen wie im Formblatt PCT/ISA/206 dargelegt an. Es kann 
jedoch im vorliegenden Fall ein schriftlicher Bescheid fur samtliche Erfindungen ohne 
wesentlichen Mehraufwand erstellt werden. Diese Einschatzung betrifft jedoch 
lediglich die Erstellung des internationalen vorlaufigen Prufungsberichts und ist 
in keiner Weise bindend fur die eventuelle Prufung in einer nationalen bzw. 
regionalen Phase. 



Zu Punkt V 

Begrundete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit 
und der gewerblichen Anwendbarkeit; Unteriagen und Erklarungen zur Stutzung 
dieser Feststellung 

Die Dokumente D1 und D2 wurden im internationalen Recherchenbericht nicht 
angegeben. 

D1 : W099/55887 A (E.I. DU PONT DU NEMOURS AND COMPANY (US)) 04. 

November 1 999 (1 999-1 1 -04) 
D2: WO0008920 A (YISSUM RES DEV CO (IL)) 24. Februar 2000 (2000-02-24) 

AuBerdem wird auf die folgenden, im internationalen Recherchenbericht zitierten 
Dokumente verwiesen: 

D3: WO 01/881 69 A (MONSANTO TECHNOLOGY LLC) 22. November 2001 
(2001-11-22) 

D4: WO 00/32788 A (HANSENS LAB) 8: Juni 2000 (2000-06-08) • " ' 
D5: DHARMAPURI S ET AL: "Metabolic engineering of xanthophyll content in 
tomato fruits" FEBS LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 
AMSTERDAM, NL, Bd. 519, Nr. 1-3, 22. Mai 2002 (2002-05-22), Seiten 30- 
34, XP004356816 ISSN: 0014-5793 
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1 . Neuheit und erfinderische Tatigkeit (Art. 33(2)(3), PCT) 

1 .1 Es wird darauf hingewiesen, daB die im Recherchenbericht als PX- Dokument 
bezeichnete Literatur fur die Bewertung der Neuheit und der erfinderischen 
Tatigkeit der geltenden Anspruche nicht in Betracht gezogen wurde, da davon 
ausgegangen wurde, daB die Prioritat der vorliegenden Anmeldung gultig ist und 
eine Uberpruf ung der Giiltigkeit von Prioritaten der im Internationalen 
Recherchenbericht zitierten Dokumente gemaB Amtsblatt EPA, 1 1/2001 , Seiten 
539-542, besonders Abschnitt 13 zum jetzigen Zeitpunkt nicht durchgefuhrt wird. 

1 .2 Die Anmeldung betrifft Verfahren zur Herstellung von p-Carotinoiden durch 
Kultivierung gentechnisch veranderter Pflanzen, sowie die Verwendung dieser 
Pflanzen und eines daraus hergestellten Extraktes. Die Verfahren beruhen auf der 
Uberexpression von p-Cyclase, gegebenenfalls in Kombination mit der 
Oberexpression einer Hydroxylase bzw. der Suppression von e-Cyclase und/oder 
p-Hydroxylase Aktivitat durch Verwendung entsprechender antisense-, Ribozym- 
oder Kosuppressionskonstrukte. 

1.3 D1 offenbart u.a. die Verwendung von p-Cyclase, p-Hydroxylase und e-Cyclase zur 
Herstellung von transgenen Pflanzen mit verandertem a- bzw. p-Carotinoidgehalt 
(Fig. 1-3, Seite 12, Zeile 26-Seite 14, Zeile 2). Die Aktivitat der betreffenden 
Enzyme kann dabei durch Uberexpression, bevorzugt unter der Kontrolle des 
Endosperm-spezifischen Promoters Zein, bzw. Inhibierung durch Kosuppression . 
Oder antisense RNA moduliert werden. Die Inhibierung der Aktivitaten von B- 
Hydroxylase und e-Cyclase zur vermehrten Herstellung von p-Carotinoiden bzw. 
dem p-Carotinoid Zeaxanthin ist dabei besonders hervorgehoben (Seite 1 2, Zeilen 
31-39). Die Verwendung von derartig manipulierten Pflanzen als Nahrungs- und 
Futtermittel, bzw. zur Pigmentierung von Tierprodukten ist ebenfalls erwahnt. 

Die Aminosauresequenz der p-Cyclase aus D1 (SEQ ID NO:12) weist eine 
Sequenzidentitat von 66,1 % zu der p-Cyclasesequenz (SEQ ID NO:2) der 

vorliegenden. Anmeldung auf.. Somit ist der Gegenstand der gegenwartigen . 

Anspruche 1-3,5-24, 29-36,41-43 nicht neu (Art. 33(2), PCT). Weiterhin ist der 
Gegenstand der Anspruche 4,25-28,37-40 nicht erfinderisch im Sinne von Art. 
33(2)(3), PCT, da die Verwendung einer anderen bekannten p-Cyclase (siehe z.B. 
D2) lediglich eine dem Fachmann gelaufige Variante der an sich bekannten 
Verfahren darstellt (analoge Substitution). Ebenso ist die Anwendung der 
Verfahren in verschiedenen Mitgliedern diverser Pflanzenfamilien dem Fachmann 
gelaufig und daher nicht erfinderisch. 
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1 .4 D2 offenbart eine p-Cyclase Aminosauresequenz aus Lycopersicon esculentum 
(siehe SEQ ID NO:17 und 18, welche beide eine Sequenzidentitat von 100% zu 
der in SEQ ID NO:2 dargestellten p-Cyclase Sequenz der Anmeldung aufweisen) 
und ihre Verwendung zur Herstellung transgener Pflanzen, die einen erhdhten 
Gehart an p-Carotinoiden, besonders in chromogenen Geweben wie Fruchten und 
Bluten, aufweisen (Seite 4, Zeilen 1-6; Seite 7, Zeilen 5-7). 

Somit mangelt es dem Gegenstand der Anspriiche 1-7,23-32,36,37 und 39 an 
Neuheit und den Anspruchen 38 und 40 an erfinderischer Tatigkeit (Art.33(2)(3), 
PCT), da wie unter Punkt 2.3 ausgefuhrt, die Ausfiihrung dieser Verfahren in 
yerschiedenen Pflanzen dem Fachmann gelaufig ist. 

1.5 D3 offenbart u.a. Verfahren zur Herstellung von p-Carotinoiden in Pflanzen durch 
Oberexpression von p-Cyclase oder Inhibition von e-Cyclase durch Expression von 
antisense DNA in photosynthetisch nicht aktiven Geweben (Seite 13, Zeile 24- 
Seite 14, Zeile 5; Seite 3, Zeilen 18-20). Weiterhin wird in D3 eine Erhohung der 
p-Hydroxylase Aktivitat zur Herstellung des p-Carotinoids Zeaxanthin beschrieben. 
Da die in D3 offenbarte p-Cyclase aus Brassica napuseine Sequenzidentitat von 
51 .9% zu SEQ ID NO:2 der vorliegenden Anmeldung aufweist, sind die 
vorliegenden Verfahrensanspruche sowie die auf genetisch veranderte Pflanzen 
gerichteten Anspruche zwar als neu anzusehen, jedoch mangelt es den 
Anspruchen 1-40 an erfinderischer Tatigkeit im Sinne von Art. 33(3), da der 
Fachmann allgemein davon ausgeht, da(3 die heterologe Expression eines 
Enzyms mit vergleichbarer Aktivitat einen gleichwertigen Effekt erzielt und Enzyme 
gleicher Spezifrtat im Bedarfsfall ausgetauscht werden konnen. Weiterhin sind die 
Verwendungen derartiger gentechnisch veranderter Pflanzen als Futter-und 
Nahrungsmittel sowie die Verwendung dieser Extrakte gemaB der Anspruche 41- 
42 nicht erfinderisch im Hinblick auf Informationen auf Seite 3, Zeile 24-Seite 5, 
Zeile 3; Seite 1 1 , Zeile 16- Seite 12, Zeile 2. 

1 .6 D4 offenbart Verfahren zur Herstellung verschiedener Carotinoide durch 

Oberexpression bzw.-Suppression der Gene, die u.a. fur p.-Cyclase,.e-Cyclase . und. 

P-Hydroxylase kodieren (Seite 5, Zeile 27-Seite 6, Zeile 24). Die Herstellung eines 
spezifischen Carotinoids wird dabei durch die Oberexpression bzw. Suppression 
eines einzigen dieser Gene oder einer Kombination mehrerer Gene gesteuert 
(Seite 6, Zeilen 19-24). Zur Herstellung von p-Carotinoiden ist besonders die 
Oberexpression von p-Cyclase auf Seite 20, Zeilen 14-18, sowie die Suppression 
von e-Cyclase und p-Hydroxylase auf Seite 8, Zeilen 32-34 und Seite 17, Zeilen 
21-28 hervorgehoben. Die gleichzeitige Oberexpression von p-Cyclase und einer 
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Hydroxylase ist ebenfalls erwahnt (Seite 20, Zeilen 20-25). AuBerdem wird auf die 
Verwendung von trangenen Bluten zur Herstellung von Futter- und 
Nahrungsmitteln hingewiesen (Seite 12, Zeile 16- Seite 13, Zeile 2). Da die 
Aminosauresequenz der erfindungsgemaBen ^-Cyclase eine Sequenzidentitat 
von 49% zu der entsprechenden Sequenz aus D4 aufweist, sind die vorliegenden 
Anspruche 1-43 in bezug auf D4 zwar neu im Sinne von Art. 33(2), PCT, jedoch 
konnen die Anspruche 1-42 nicht als erfinderisch gemaB Art. 33(3), PCT 
anerkannt werden. 

1.7 D5 beschreibt die Uberexpression von p-Cyclase alleine Oder in Kombination mit 
p-Hydroxylase unter der Kontrolle eines Frucht-spezifischen Promotors (pds- 
Promotor) in Tomatenpflanzen. Die verwendete p-Cyclase (aus Arabidopsis) hat 
eine Identitat von 51 ,2 % zu der in SEQ ID NO:2 definierten p-Cyclasesequenz 
der vorliegenden Anmeldung. 

Somit ist der Gegenstand der Anspruche 1-43 formal neu im Hinblick auf D5, 
jedoch kann der Gegenstand der Anspruche 1-14, 23-34 und 36-42 nicht als 
erfinderisch betrachtet werden, da die Oberexpression aquivalenter Enzyme zur 
Erzielung des gleichen Effekts bereits in D5 offenbart wird. 



2. Weitere Bemerkungen 

2.1 Anspruche 1 1 und 1 2 beziehen sich auf Verfahren zur. Expression einer 
Hydroxylase, die durch eine Nuklein- bzw. Aminosauresequenz (SEQ ID NOs:8,9) 
definiert ist. Die in SEQ ID Nos:8,9 dargestellten Sequenzen scheinen jedoch eine 
e-Cyclase bzw. einen Promotor derselben zu kodieren; eine Sequenzahnlichkeit 
von SEQ ID Nos:8,9 m'rt einer im Stand der Technik bekannten Hydroxylase 
besteht nicht. Somit ist unklar, welches Verfahren in den besagten Anspruchen 
geschutzt werden soli (Art. 6, PCT). 

2.2 Weiterhin ist der Gegenstand von Anspruch 15 unklar: Anspruch l 5 ist u.a. 
"abhangig von den Anspruchen 8-14, die sich auf Verfahren zur Erhdhung der 
Hydroxlase-Aktivitat (und/oder p-Cyclase) beziehen. Anspruch 15 bezieht sich 
jedoch als kennzeichnendes Merkmai in einer Ausfuhrungsform auf eine 
reduzierte Aktivitat der p-Hydroxylase (Art. 6, PCT). 
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